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  要 旨 
 
  口腔扁平苔癬は口腔粘膜の角化異常を示す慢性炎症性疾患で , 前癌状態疾
患の一つとしても挙げられている. 基本的に原因は不明だが, 様々な環境因
子の関与が示唆されている. その環境因子が引き起こす遺伝子変化にエピジ
ェネティックスがあり, 代表的なものに DNA のメチル化がある. 
本研究では, 口腔扁平苔癬における DNA メチル化の状態を明らかにするた
め に ,E-cadherin, β -catenin, p16INK4a お よ び O6-methylguanine DNA 
methyltransferase(MGMT)のプロモータ領域のメチル化状態について非炎症性
組織, 歯根嚢胞, および口腔扁平上皮がんとの比較検討を行った. さらに, 
これらの遺伝子発現との関連性について免疫組織化学的に観察した. 
材料および方法として, 生検・手術材料のパラフィンブロック包埋標本を
薄切し, プロトコールに従い DNA を抽出し, EpiTect Plus DNA Bisulfite 
Kit®を用いて, Bisulfite 処理を施し Methylation Specific PCR 法を行った.  
その結果, 口腔扁平苔癬において, 非炎症性組織や歯根嚢胞と比較し, E-
cadherin,β-catenin および MGMT の高メチル化および同タンパクの発現低下
が確認された. E-cadherin のメチル化の上昇は, 非炎症性組織と比較し, 口
腔扁平苔癬(p<0.01), 口腔扁平上皮がん(p<0.01), および歯根嚢胞(p<0.05)
でみられた. また, 同タンパクの発現低下は非炎症性組織や歯根嚢胞と比較
し, 口腔扁平苔癬および口腔扁平上皮がんで確認された. β-catenin のメチ
ル化の上昇は,非炎症性組織と比較し, 口腔扁平苔癬(p<0.01)だけにみられた
が, 同タンパクの発現低下は非炎症性組織や歯根嚢胞と比較し, 口腔扁平苔
癬および口腔扁平上皮がんで確認された. p16ink4a のメチル化の上昇は, 非炎
症性組織と比較し, 口腔扁平上皮がんのみで認められた(p<0.01). MGMT のメ
チル化の上昇と, タンパクの発現低下は, 非炎症性組織と比較し, 口腔扁平
苔癬と口腔扁平上皮がんで確認された(p<0.01).  
以上の結果から, E-cadherin,β-catenin,MGMT の高メチル化が口腔扁平苔
癬の発症に関与していることが示唆された. また, これらの遺伝子の高メチ
ル化が口腔扁平苔癬における予後診断への応用や, 治療のターゲットとなる
可能性が示唆された. 
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Ⅰ 緒 言 
 
 口腔扁平苔癬は, 口腔粘膜の角化異常を示す慢性炎症性疾患で前がん状態
疾患の一つとしても挙げられている(Sugerman et al., 2002; Scully et al., 
2008; Farhi et al., 2010). 基本的に原因は不明といわれているが, 内分泌
異常, 免疫異常などに加え, 歯科用金属や非ステロイド性抗炎症薬などの薬
剤によるアレルギー, Hepatitis C virus, Human papilloma virus, Herpes 
virus などのウイルス感染といった環境因子の関与が示唆されている
(Boorghani et al., 2010; Torrente-Castells et al., 2010; Srinivas et 
al., 2011; Gupta, Jawanda, 2015).  
 この環境因子が引き起こす遺伝子変化の代表的なものにエピジェネティッ
クな修飾がある. エピジェネティクスは, DNA 塩基配列の変化を伴わず遺伝
子発現が変わる現象であり, 主に DNA のメチル化やヒストン修飾， クロマチ
ン構造の形成， クロマチンリモデリングなどが知られている(Egger et al, 
2004). エピジェネティクスの代表的なメカニズムの１つである DNA のメチル
化は, 主に悪性腫瘍の発症に関与したものが報告されてきたが(Qiu et al., 
2004; García et al., 2012; Jithesh et al., 2013), 最近になり糖尿病や
自己免疫疾患, アレルギー, 神経性疾患などでもみられることが明らかにな
ってきている(Collison et al., 2013; Costa-Reis et al., 2013; Dang et 
al., 2013).  
  口腔がんや前がん病変では , E-cadherin やβ -catenin, p16ink4a, O6-
methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT)が重要な役割を果たし, DNA の
高メチル化を介して遺伝子発現が低下をしているとの報告がある (Santos-
García et al., 2006; Ebrahimi et al., 2008; Kato et al., 2006; Vered 
et al., 2012;Su et al.,2010; de Freitas et al., 2013; Bhatia et al., 
2014), また口腔扁平苔癬では, E-cadherin やβ-catenin の遺伝子発現減少
が(Ebrahimi et al., 2008), p16ink4a においては, 口腔扁平苔癬の悪性化の関
与を示唆する報告がある(Montebugnoli et al., 2011).  
  E-cadherin は細胞間接着を担う上皮細胞接着分子の一つであり, 細胞膜上
に発現し, カルシウム依存的に細胞と細胞を接着させる作用を持つものであ
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る(Braga, 2016). β-catenin は Cadherin-catenin 複合体を形成する接着分
子で, E-cadherin とα-catenin との結合を担っており(Halbleib & Nelson, 
2006), また Wnt/β-catenin シグナルの転写制御因子としての役割もある
(Willert & Jones, 2006). これら上皮接着分子の変異, 発現低下することで, 
上皮接着が弱くなり, 腫瘍胞巣から増殖した腫瘍細胞の剥離が生じ, 転移が
生 じる (Hirohashi, 1998). p16ink4a は ヒ トの cyclin dependent kinase 
inhibitor 2A 遺伝子によりコードされているがん抑制タンパク質で, 細胞周
期の調整に重要な役割を果たしている(Rayess et al., 2012). MGMT は DNA 修
復遺伝子の一つで, アルキル化によってグアニンに結合したメチル基を脱離
し, 遺伝子を修復する(Cabrini et al., 2015). 通常では, DNA 複製する前に
修復が行われるが, 修復が行われなかった時には, 2 回の DNA 複製を経てグア
ニン-シトシンの対がアデニン-チミンへ突然変異を引き起こす. この変異し
た DNA が蓄積されることで がん化に向かうと言われている(Christmann et 
al., 2011; Cabrini et al., 2015; Fujikane etal., 2016). 
  口腔扁平苔癬において, 遺伝子のメチル化状態を検索した報告はわずかに
あるものの(Dang et al., 2013; Bediaga et al., 2014)， これら 4 つの遺
伝子のメチル化状態を観察した報告はみられない. 口腔扁平苔癬では, 前述
のように外的要因によるエピジェネティック変化のみられることが推測され
るが, これは発症のメカニズムの解明につながるのみならず, 従来の治療に
より改善が困難な症例に対しての, 新たな創薬のターゲットともなりうるも
のと考えられる. 口腔扁平苔癬の薬物療法としてはこれまで, ステロイドの
局所投与や(Scully et al., 2008), セファランチンやビタミン剤, 抗不安薬
や抗アレルギー薬などの全身投与が行われてきたが(Eisen, 1993; Guarneri 
et al., 2014; Yang et al., 2016), 必ずしも多くの症例で良好な結果を得
ているとは言い難い(Torti et al., 2007). エピジェネティクス変化をター
ゲットとしたエピジェネティック創薬は, 新たな治療戦略となるものと考え
られる. 
  そこで本研究では, 前癌病変および慢性炎症性疾患である口腔扁平苔癬に
ついて発症メカニズムに上皮接着関連分子である E-cadherin, β-catenin, 
がん抑制遺伝子である p16ink4a および DNA 修復遺伝子である MGMT をターゲッ
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トとし, これらの遺伝子上のプロモーター領域における DNA のメチル化の程
度を検討した. 同時に非炎症性組織, 歯根嚢胞, 口腔扁平上皮がんでのメチ
ル化の程度を検討し, 口腔扁平苔癬の結果と比較検討した.  
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Ⅱ 材料および方法 
1. 材料 
 材料として, 北海道医療大学個体差医療科学センター倫理委員会より承認
済み(受付番号 2012-005 号)である 1996 年から 2014 年までの生検・手術材料
のホルマリン固定されたパラフィンブロック包埋標本を使用した(表 1). 口
腔扁平苔癬 26 検体, 組織上で炎症反応を含んだ歯根嚢胞 30 検体, 扁平上皮
がん 25 検体, および陰性コントロールの非炎症性口腔粘膜組織 25 検体を使
用した. これらの検体は Microtome を使用して厚さ 5 ㎛に薄切し, 2 枚のパ
ラフィン切片を 0.5 µL PCR チューブに回収し使用した.  
 
2. DNA 精製 
  1)DNA の抽出 
  パラフィン切片は Epitect Plus FFPE Lysis kit® (Qiagen, Venlo, 
Netherlands)を用いてプロトコールに従い, PCR Thermal Cycler(TaKaRa Bio, 
Shiga, Japan)を用いて切片を溶解しクロスリンクされた DNA を抽出した. 抽
出した DNA は NanoDROP® ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, 
Massachusetts, USA)を用いて濃度を測定した.  
 
  2)Bisulfite 処理 
  抽出した DNA を 500 ng/µl の濃度になるように調整し, EpiTect Plus DNA 
Bisulfite Kit®(Qiagen)を用いて, プロトコールに従い Bisulfite 処理を施
した. Bisulfite処理によりメチル化したシトシンはシトシンのまま変換され
ないが, 非メチル化のシトシンはウラシルに変換される. これによってメチ
ル化 DNA と非メチル化 DNA の異なる塩基配列を持つこととなり， メチル化 DNA
としての認識が可能となる.  
 
3. プライマーの設計 
 DNA メチル化レベルを検討するため, E-cadherin, β-catenin, p16ink4a お
よび MGMT のプロモーター領域における高メチル化領域の CpG 配列部位に焦点
を絞り Bisulfite 処理後の DNA に対応した Methylation Specific PCR (MSP)
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プライマーを用いた. β-catenin については GenBank からプロモーター領域
の塩基配列を検索し, その領域を Peking Union Medical College Hospital 
Chinese Academy of Medical Sciences の MethPrimer (http://www.urogene 
.org/methprimer/)を用いて Bisulfite 変換後の配列を検索し, MSP プライマ
ーを設計した(表 2, 図 1). E-cadherin, p16ink4a および MGMT については, 過
去の文献より設計されたものを引用し使用した (Graff et al., 2000; 
Nakagawachi et al., 2003; Kudo et al., 2004; Kato et al., 2006).  
 
4. 半定量的 MSP 法 
 メチル化の発現状態を確認するためにアガロースゲルを用いた電気泳動法
にてバンドの観察を行った. Bisulfite 処理をした DNA, MSP プライマー, お
よび TaKaRa EpiTaqTM HS(for bisulfite-treated DNA)(TaKaRa Bio)を用いた. 
PCR条件は, 熱変性を 94℃30 秒, アニーリングを 58℃30 秒, 伸長反応を 72℃
30 秒に設定し, 40 サイクル施行した. 得られた PCR 産物は 3%アガロースゲル
による電気泳動法にて確認した.  
 
5. 定量的 MSP 法 
 Bisulfite 処理した DNA, MSP プライマー, 反応検出試薬である SYBR® Green 
PCR Master Mix (Applied Biosystems, California, USA)を用いて, SYBR 
Green 法による定量的 MSP 法でメチル化発現解析を行った. MSP 法には 7500 
Real-time System (Applied Biosystems)を用い, 反応溶液総量を 25 µl/tube
とし Bisulfite 処理 DNA を 1.0 µl, プライマー溶液を各々1.0 µl, PCR Master 
Mix 12.5 µl とした. PCR 条件は 50℃ 2 分, 95℃ 10 分で反応後, 95℃ 15 秒 
プライマー毎にアニーリング温度を 56℃から 60℃ で 1 分に設定し 45 サイク
ル施行した.  
 得られた結果から CT 値を算出し, その値を定量値に変換しメチル化のレベ
ルの算出を次の計算式で求めた(Lu L et al., 2007). 
 
 
100100100(%) 
 ）（－１＋２
１
＝
Ｍ
Ｕ
１＋
１
＝
Ｍ＋Ｕ
Ｍ
c
Methylated
MU ctctct 
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6. 統計分析処理 
  得られた結果は, 統計ソフト IBM SPSS Statistics 20.0J および Microsoft 
excel 2013 を用いて分析を行った . 算出されたメチル化レベル (%)は
Kruskal-Wallis 検定にて比較検討を行った. 有意水準 p<0.05 を有意差ありと
した.  
 
7. 免疫組織化学的検索 
  DNA 高メチル化がタンパク発現に影響を与えているかを組織学的に観察す
るために, 免疫組織化学染色を行った. 一次抗体として Monoclonal Mouse 
Anti-Human E-Cadherin (Dako, Tokyo, Japan), Polyclonal Rabbit Anti 
beta Catenin (Abcam, Tokyo, Japan), Monoclonal Rabbit Anti clone 
EPR1473 p16 (Abcam), Monoclonal Mouse  Anti MT3.1 MGMT (Abcam), 二次
抗体として, EnVision+System-HRP Labelled Polymer Anti-mouse (Dako) お
よび EnVision+System-HRP Labelled Polymer Anti-Rabbit (Dako)を使用した
(表 3). 免疫組織化学染色は通法に従い, パラフィン切片を脱パラフィン後, 
圧力鍋による抗原賦活化を行い, 一次抗体を 37℃1 時間, 二次抗体を常温 30
分間反応させ, DAB peroxidase substrate (Dako)にて発色させた. 免疫染色
後の評価は, 1 枚のスライドからランダムに 3 ヵ所観察し光学顕微鏡(BX50, 
OLYMPUS, Tokyo, Japan)400 倍の視野中から上皮内の陽性細胞数を計測し, 
Özyalvaçli らおよび Sridevi ら の方法に準じて, 陽性率 50%以上を強陽性の
＋＋, 25〜50%を陽性の＋, 10〜25%を弱陽性の±, 10%未満を陰性の−として
判定した(Özyalvaçli et al., 2015; Sridevi et al., 2015). また, 比較対
象として Hematoxylin-Eosin 染色を通法に従い行った.  
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Ⅲ 結 果 
 
1. MSP 法による DNA メチル化程度の検討 
 口腔扁平苔癬, 非炎症性組織, 歯根嚢胞および口腔扁平上皮がんにおける 
E-cadherin, β-catenin, p16ink4a および MGMT のメチル化の程度はアガロース
ゲル電気泳動法を用いた半定量的 MSP 法により観察し, 定量的な比較を SYBR 
Green 法を用いた定量的 MSP 法により行った. 
  E-cadherin のメチル化程度を半定量的 MSP 法により観察すると, メチル化
のバンドおよび非メチル化のバンドは 145bp に観察され, 口腔扁平苔癬や口
腔扁平上皮がんではメチル化のバンドが発現し, 非炎症性組織や歯根嚢胞で
は非メチル化のバンドが発現した(図 2). E-cadherin のメチル化程度を定量
的 MSP 法により比較したところ, 口腔扁平苔癬および口腔扁平上皮がんは非
炎症性組織や歯根嚢胞と比べ, 有意に高いメチル化率を示した(p<0.01). 一
方, 口腔扁平上皮がんとは明確な有意差は認められなかった (図 3).  
  β-catenin のメチル化程度を半定量的 MSP 法で観察すると, メチル化のバ
ンドおよび非メチル化のバンドは 190bp に観察され, 口腔扁平苔癬や口腔扁
平上皮がんではメチル化のバンドが発現し, 非炎症性組織や歯根嚢胞では非
メチル化のバンドが発現した(図 2). β-catenin のメチル化程度を定量的 MSP
法により比較したところ, 口腔扁平苔癬は非炎症性組織, 歯根嚢胞(p<0.05), 
口腔扁平上皮がん(p<0.01)の 3 つよりも有意に高値を示した (図 4).  
  p16ink4a のメチル化程度を半定量的 MSP 法で観察すると, メチル化のバンド
および非メチル化のバンドは 150bp に観察され, 口腔扁平苔癬や口腔扁平上
皮がんではメチル化のバンドが発現し, 非炎症性組織や歯根嚢胞では非メチ
ル化のバンドが発現した(図 2). p16ink4a のメチル化程度を定量的 MSP 法で比
較したところ, 口腔扁平苔癬は歯根嚢胞よりも有意に高値を示した(p<0.01)
が, 非炎症性組織とは有意差を認めなかった. また口腔扁平上皮がんと比べ
ると有意に低値を示した(p<0.01) (図 5). 
  MGMT のメチル化程度を半定量的 MSP 法で観察すると, メチル化のバンドは
81bp, 非メチル化のバンドは 93bp で観察され, 口腔扁平苔癬や口腔扁平上皮
がんではメチル化のバンドが発現し, 非炎症性組織や歯根嚢胞では非メチル
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化のバンドが発現した(図 2). MGMT のメチル化程度を定量的 MSP 法により比
較したところ, 口腔扁平苔癬は非炎症性組織や歯根嚢胞と比べ, 有意に高い
メチル化率を示した(p<0.01). 一方, 口腔扁平上皮がんとは明確な有意差は
認められなかった(図 6).  
 
2. 免疫組織化学的検索 
 口腔扁平苔癬 , 非炎症性組織 , 歯根嚢胞および口腔扁平上皮がんでの
Hematoxylin-Eosin 染色(図 7)と対比し, E-cadherin, β-catenin, p16ink4a お
よび MGMT の発現状態について免疫組織化学的に観察した結果, 上皮接着関連
分子である E-cadherin では, 口腔扁平苔癬では棘細胞層から基底細胞層の細
胞間隙に陽性を呈し, 角化層での発現はみられなかった. 非炎症性組織, 歯
根嚢胞では口腔扁平苔癬よりも強く陽性を呈した. 口腔扁平上皮がんでは口
腔扁平苔癬とほぼ同様の強度の陽性を呈した.  陽性率は非炎症性組織および
歯根嚢胞で陽性率 50%以上の強陽性, 口腔扁平苔癬および口腔扁平上皮がん
では陽性率 25～50%の陽性となった(図 8).  
 もう一つの上皮接着関連分子であるβ-catenin は, 口腔扁平苔癬では, E-
cadherin と同様に棘細胞層から基底細胞層にかけて細胞間隙に発現がみられ
た. 非炎症性組織および歯根嚢胞では, E-cadherin と同様に口腔扁平苔癬よ
りも著明な発現がみられた. 口腔扁平上皮がんでは, 口腔扁平苔癬とほぼ同
様の局在が観察された. 陽性率は非炎症性組織および歯根嚢胞で強陽性, 口
腔扁平苔癬および口腔扁平上皮がんでは陽性となった(図 9).  
 がん抑制遺伝子である p16ink4a は, 全ての群において, 棘細胞層および基底
細胞層相当部の細胞核に比較的明瞭な発現がみられた. 陽性率は, 歯根嚢胞
で強陽性, 口腔扁平苔癬, 口腔扁平上皮がんおよび非炎症性組織では陽性と
なった(図 10).  
 DNA 修復遺伝子である MGMT は, 口腔扁平苔癬では, 上皮内における MGMT の
発現がみられなかった. 一方, 非炎症性組織および歯根嚢胞では, 基底層の
細胞核を中心に発現が観察された. 口腔扁平上皮がんでは, 口腔扁平苔癬と
同様に上皮内における MGMT の発現がみられなかった. 陽性率は非炎症性組織
と歯根嚢胞で陽性, 口腔扁平苔癬および口腔扁平上皮がんは陽性率 0～10%の
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陰性となった(図 11). 
 以上より口腔扁平苔癬では，非炎症性組織や歯根嚢胞と比較すると， E-
cadherin，β-catenin および MGMT における発現が低下していることが確認さ
れた(表 4)． 
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Ⅳ 考 察 
 
1. MSP 法について 
  メチル化の程度を観察する方法として, 大別すると個別領域を解析する方
法とゲノム網羅的に解析する方法の二つがある. いずれにしても, DNA メチ
ル化を解析する方法の多くは Bisulfite 処理を利用したものであり, 半定量
的・定量的 MSP 法, MethyLight 法, Bisulfite シークエンス法, Pyrosequence
法, MassARRAY®法および, COBRA 法などが挙げられる(Herman et al., 1996; 
Eads et al., 2000; Colella et al., 2003; Tost et al., 2003; Stanssens  
et al., 2004; Ehrich et al., 2005). 
 このうち, 今回用いた MSP 法は Bisulfite 処理した DNA を鋳型とし, メチ
ル化 DNA もしくは非メチル化 DNA を由来とした配列に特異的なプライマーを
用いて PCR を行う方法で(Herman et al., 1996), 多くの非メチル化 DNA 中の
メチル化 DNA を検出できるため, 広く用いられている(Herman et al., 1996; 
Laird, 2003). そこで本研究には, アガロースゲル電気泳動による半定量的
な MSP 法および SYBR 法による定量的 MSP 法の 2 種類を用いた. MSP 法は DNA
を抽出して行われる方法で, 今回のようなパラフィン切片や口腔粘膜の swab
でも比較的安定した結果が得られやすいことと, PCR 法は, 既に臨床検査の
場で日常的に用いられている方法であることから, 本手法は臨床検査におい
てメチル化を検索するのに最も優れているものであると思われた. 
 
2.口腔扁平苔癬の DNA メチル化の程度について 
  (1) 上皮接着関連分子である E-cadherin とβ-catenin について 
 口腔扁平苔癬のメチル化率において, E-cadherin では, 非炎症性組織や歯
根嚢胞と比べて有意に高いメチル化率を示したが, 口腔扁平上皮がんとは有
意差が認められず, β-catenin はいずれのものより有意に高いメチル化率を
示した. 免疫組織化学染色では, E-cadherin, β-catenin にともに, 口腔扁
平苔癬と口腔扁平上皮がんでは非炎症性組織や歯根嚢胞と比べて染色率の低
下が認められた. これらのことから, 免疫組織化学染色による両者の染色性
の低下には, 高メチル化の関わっていることが示唆された. これまで, 口腔
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扁平苔癬では E-cadherinとβ-cateninの発現は低下しているとの報告がある
が(Ebrahimi et al., 2008), 本研究は, その要因の一つが高メチル化による
ものであることを示唆した最初の報告である. 
 E-cadherin は細胞間接着を担う上皮細胞接着分子の一つであり, 細胞膜上
に発現し, カルシウム依存的に細胞と細胞を接着させる作用を持つものであ
る(Braga, 2016). β-catenin は Cadherin-catenin 複合体を形成する接着分
子で, E-cadherin とα-catenin との結合を担っており(Halbleib , Nelson. 
2006), また Wnt/β-catenin シグナルの転写制御因子としての役割もある
(Willert, Jones 2006). これまでに E-cadherin の高メチル化は, 様々な悪
性腫瘍で観察されており(Santos-García et al., 2006; Guo et al., 2009; 
Zhong et al 2015), 高メチル化により E-cadherin の発現が減少すると上皮
細胞間の接着が弱くなり, 悪性腫瘍の発生や進展に関わると考えられている
(Pannone et al., 2014). β-catenin の異常は悪性腫瘍を始めとして, 骨の
形成異常, 動脈硬化の促進, 慢性関節リウマチ, アルツハイマー病, 統合失
調症など, 様々な疾患の発症や進行に関与していることが報告されてきてお
り(Sen et al., 2002; Wilson, Houart 2004; Rapoport et al., 2005; 
Polakis 2007; De Ferrari et al., 2007; Mani et al., 2007), 最近では, 
発現低下が老化促進に関わっているとの報告もある(Zhang at al., 2005; Ye 
et al., 2007). β-catenin の発現低下を起こす要因の一つに遺伝子の高メチ
ル化があり, 様々な悪性腫瘍での報告が多い(Wang et al., 2015; Ashktorab 
et al., 2016). E-cadherin もβ-catenin も, 口腔がんや前がん病変での高
メチル化の報告もあり, これらの発症や進行に両者の高メチル化が関わって
いることが示唆されている(Maeda et al., 2007; Supić et al., 2009; Asokan 
et al., 2014; Shiah et al., 2016). 口腔扁平苔癬は, 前がん状態の範疇と
されていることから(Sugerman et al., 2002; McCartan et al., 2008), 本
研究での E-cadherin とβ-catenin での高メチル化はこのことを裏付けてい
る結果と考えられる. しかしながら, 口腔扁平苔癬から悪性腫瘍が発生する
のは極めて稀であることや(Sugerman et al., 2002; McCartan et al., 2008), 
本研究では,β-catenin のメチル化率は口腔扁平上皮がんよりも高かったこ
とから, 他の因子の影響についても考える必要がある. 
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 例えば, E-cadherin の高メチル化は, 歯周炎でもみられるとの報告がある
(Loo at al., 2010; Zhang et al. 2013). これらのことから, 感染が本研究
における口腔扁平苔癬の E-cadherin やβ-cateninの高メチル化を引き起こし
ている因子であることも考えられる. しかしながら, 感染による E-cadherin
やβ-catenin の高メチル化が口腔扁平苔癬を引き起こしているのか, 口腔扁
平苔癬に二次的に感染が加わり高メチル化を生じたのか, 口腔扁平苔癬の病
変の進行に伴いその結果として高メチル化が生じたのかなど, 高メチル化の
起こった機序はついては不明である. 高メチル化の程度や発症機序は症例に
よって異なっているものとも考えられるため, 感染の有無や, 同一症例での
がん関連遺伝子の発現の違いなどを検索し, 症例毎の検討が必要であるもの
と思われる.  
 
  (2) がん抑制遺伝子 p16ink4a と DNA 修復遺伝子 MGMT について 
 口腔扁平苔癬のメチル化率において, p16ink4a のメチル化率は, 非炎症性組
織と有意差がなく, 口腔扁平上皮がんと比べると有意に低値を示し, MGMT で
は非炎症性組織および歯根嚢胞と比べ, 有意に高いメチル化率を示したが, 
口腔扁平上皮がんとは有意差は認められなかった. 免疫組織化学染色では, 
p16ink4a の染色性は非炎症性組織と有意差がなく, MGMT では, 口腔扁平苔癬と
口腔扁平上皮がんでは非炎症性組織と比べて染色率の低下が認められた. こ
れらのことから, 免疫組織化学染色による MGMT の染色性の低下には,高メチ
ル化の関わっていることが示唆された. 
 p16ink4a はヒトの cyclin dependent kinase inhibitor 2A 遺伝子によりコー
ド化されているがん抑制タンパク質で, 細胞周期の調整に重要な役割を果た
している(Rayess et al., 2012). この高メチル化が,がん抑制タンパクとし
ての働きを抑えて, がん化に直接的に影響を与えていると考えられており, 
多くの悪性腫瘍で p16ink4a プロモーター領域での高メチル化が観察されている
(Huang et al., 2011; Wang et al., 2012; Nikolic et al., 2015).  MGMT
は DNA 修復遺伝子の一つで, アルキル化によってグアニンに結合したメチル
基を脱離し, 遺伝子を修復する(Cabrini et al., 2015). 通常では, DNA 複製
する前に修復が行われるが, 修復が行われなかった時には, 2 回の DNA 複製を
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経てグアニン-シトシンの対がアデニン-チミンへ突然変異を引き起こす. こ
の変異した DNA が蓄積されることで  がん化に向かうと言われており
(Christmann et al., 2011; Cabrini et al., 2015; Fujikane etal., 2016), 
様々な悪性腫瘍で MGMT のプロモーター領域での高メチル化が報告されている
(Zou at al., 2009; Supic et al., 2011; Shilpa et al., 2014). p16ink4a, 
MGMT いずれも口腔がんでの高メチル化を介した発現の低下が示されており, 
口腔がんの発症, 進展に関与していることが示唆されている(Kato et al., 
2006). 特に p16ink4a は, 口腔前がん病変のうち, がん化へ移行したもので高
メチル化を示すものの割合が高いことから, 口腔前がん病変の予後を推測す
るためのマーカーとしても期待されている(Shridhar, 2016). p16ink4a は悪性
腫瘍以外にも, 感染や炎症で高メチル化がみられるとの報告がある. すなわ
ち, p16ink4a は Papilloma virus や(Silveira et al., 2015; Lee, Lee, 2016), 
Helicobacter pylori などの発がんに関わる感染での高メチル化が報告されて
いる(Wang et al., 2011). 本研究では, 口腔扁平苔癬のメチル化は非炎症性
組織と有意差がなく, 口腔扁平上皮がんより低い値を示したことから, 用い
た口腔扁平苔癬はがん化傾向が高くないものと思われた.  高メチル化の起こ
った機序については, 上皮関連遺伝子である E-cadherinやβ-catenin の発現
低下による影響も考えられるものの, 上皮関連遺伝子と同様に不明であり, 
高メチル化の程度や発症機序は症例によって異なっているものとも考えられ
るため, 症例毎の検討が必要であるものと思われる.  
 
  3. 口腔扁平苔癬における DNA メチル化の臨床的意義について 
 本研究では, 口腔扁平苔癬において, E-cadherin, β-catenin および MGMT
のメチル化率が非炎症性組織より有意に高い値となっていた. この臨床的な
意義として, 予後診断への応用や, 治療のターゲットとしての可能性が考え
られる. 予後診断への応用としては, 今回検討した遺伝子はいずれも悪性腫
瘍で高メチル化を示すものであることから(Kato et al., 2006; Santos-
García et al., 2006; Guo et al., 2009; Wang et al., 2015; Zhong et al 
2015; Ashktorab et al., 2016), 悪性化の指標の一つとして用いられる可能
性がある. しかしながら, 前述にようにこれらのメチル化は悪性化に向かう
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際にのみ起こるものではなく, 様々な感染や炎症, 金属イオンなどによって
も起こりうることから, 今回の遺伝子のみをターゲットにして悪性化の予後
診断を行うことは困難である. その他の様々な遺伝子やタンパク質発現等を
組み合わせることによって可能になると考えられる. また, これらの高メチ
ル化が口腔扁平苔癬の病変の発症, 進行に関わっていることが明らかとなる
と, 治療のターゲットとなる可能性がある. 現在のところ, 口腔扁平苔癬の
多くは難治性であり, 治療としてはステロイド剤の投与に頼るところが多い
(Scully et al., 2008). ステロイド剤により一時的には病変が消退すること
はあっても, 再発を繰り返す症例も多い(Torti et al., 2007). 近年, メチ
ル化やヒストン修飾をターゲットとしたエピジェネティック創薬が試みられ, 
実際に臨床応用が行われてきている(Itzykson & Fenaux, 2011). 例えば, エ
ピジェティクス創薬の一つであるアザシチジンは造血器腫瘍の一つである骨
髄異形成症候群に対しての治療薬として 2011 年に承認され, 使用されている. 
アザシチジンは, 腫瘍細胞の DNA メチル化を阻害する作用を持つ. 高メチル
化した細胞は安定に維持されるが(Cedar, Bergman. 2009), 一方では, 脱メ
チル化剤により簡単に可逆的変化を引き起こすことから(Lod et al., 2014), 
異常な高メチル化を伴った病変の治療への効果が期待される. 本研究で示し
た様に口腔扁平苔癬では遺伝子によっては高メチル化のみられることから, 
症例によっては, 脱メチル化剤が効果的なものもあるように推測される. 臨
床応用までには通常の薬剤と同様な多くの研究が必要であるが, 特にヒトの
口腔扁平苔癬を完全に反映したモデル動物が無いことから, 脱メチル化剤を
臨床応用するまでにはかなりの検討が必要であるものと思われる.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 15 
Ⅴ 結 論 
 
本研究では, 口腔扁平苔癬におけるエピジェネティクス修飾を観察するた
め, 口腔がんや前がん病変で報告されてきている DNA 高メチル化をターゲッ
トとし, メチル化の程度を, 非炎症性組織, 歯根嚢胞および口腔扁平上皮が
んとで比較検討した結果, 以下のような結果が得られた. 
 
1. 口腔扁平苔癬において, 非炎症性組織や歯根嚢胞と比較し, E-cadherin,
β-catenin および MGMT の高メチル化および同タンパクの発現低下が確認
された.  
  
2. E-cadherin のメチル化の上昇は, 非炎症性組織と比較し, 口腔扁平苔癬, 
口腔扁平上皮がん, そして歯根嚢胞でみられた. また, 同タンパクの発
現低下は非炎症性組織や歯根嚢胞と比較し, 口腔扁平苔癬および口腔扁
平上皮がんで確認された.  
 
3. β-catenin のメチル化の上昇は,非炎症性組織と比較し, 口腔扁平苔癬だ
けにみられたが, 同タンパクの発現低下は非炎症性組織や歯根嚢胞と比
較し, 口腔扁平苔癬および口腔扁平上皮がんで確認された.  
 
4. p16ink4a のメチル化の上昇は, 非炎症性組織と比較し, 口腔扁平上皮がん
のみで認められた.  
 
5. MGMT のメチル化の上昇と, タンパクの発現低下は, 非炎症性組織と比較
し, 口腔扁平苔癬と口腔扁平上皮がんで確認された.  
 
 以上の結果から, E-cadherin, β-catenin, MGMT の高メチル化が口腔扁平
苔癬の発症に関与していることが示唆された. 
 また, これらの遺伝子の高メチル化が口腔扁平苔癬における予後診断への
応用や, 治療のターゲットとなる可能性が示唆された.  
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表 1. 患者標本 
 
 
Non-i: 非炎症性組織, Radicular cyst: 歯根嚢胞, Lichen planus: 口腔扁
平苔癬, SCC: 口腔扁平上皮がん.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 表 2. MSP 法で使用したプライマー 
 
 
  
genename sequences size
E-cadherin: Methyl-F 5'-TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT-3'
E-cadherin: Methyl-R 5'-TAACTAAAAATTCACCTACCGAC-3'
E-cadherin: Unmethyl-F 5'-TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATTGT-3'
E-cadherin: Unmethyl-R 5'-CACAACCAATCAACAACACA-3'
β-catenin: Methyl-F 5'-GATTTAGGTTTAGTAGGGAGTGTGC-3'
β-catenin: Methyl-R 5'-AAAATCCTAAAAAAACGAAATTCG-3'
β-catenin: Unmethyl-F 5'-ATTTAGGTTTAGTAGGGAGTGTGTG-3'
β-catenin: Unmethyl-R 5'-AATCCTAAAAAAACAAAATTCAAA-3'
p16
ink4a
: Methyl-F 5'-TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3'
p16ink4a: Methyl-R 5'-GACCCCGAACCGCGACCGTAA-3'
p16
ink4a
: Unmethyl-F 5'-TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3'
p16
ink4a
: Unmethyl-R 5'-CAACCCCAAACCACAACCATAA-3'
MGMT: Methyl-F 5'-TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC-3'
MGMT: Methyl-R 5'-GCACTCTTCCGAAAACGAAACG-3'
MGMT: Unmethyl-F 5'-TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-3'
MGMT: Unmethyl-R 5'-AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA-3'
150bp
81bp
93bp
145bp
190bp
  
 
図 1. 各遺伝子の CpG island と MSP の関係 
：MSP Primer の設計位置 
MGMT は CpG islands の上流および下流で高メチル化領域が認められ, その一
方, あるいは両方のメチル化することで遺伝子転写の抑制がみられる報告が
あることから(Nakagawachi et al.,2003), 上記の位置で問題ない. 
 表 3. 免疫組織化学染色に用いた抗体 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
図 2. 半定量的 MSP 法 
 E-cadherin におけるメチル化(M)のバンドおよび非メチル化(U)のバンドは
145bp に観察され, 口腔扁平苔癬や口腔扁平上皮がんではメチル化のバンド
が発現され, 非炎症性組織や歯根嚢胞では非メチル化のバンドが発現された.  
 β-catenin におけるメチル化(M)のバンドおよび非メチル化(U)のバンドは
190bp に観察され, 口腔扁平苔癬や口腔扁平上皮がんではメチル化のバンド
が発現され, 非炎症性組織や歯根嚢胞では非メチル化のバンドが発現された. 
 p16ink4a におけるメチル化 (M)のバンドおよび非メチル化 (U)のバンドは
150bp に観察され, 口腔扁平苔癬や口腔扁平上皮がんではメチル化のバンド
が発現され, 非炎症性組織や歯根嚢胞では非メチル化のバンドが発現された. 
 MGMT におけるメチル化(M)のバンドは 81bp, 非メチル化(U)のバンドは 93bp
で観察され, 口腔扁平苔癬や口腔扁平上皮がんではメチル化のバンドが発現
され, 非炎症性組織や歯根嚢胞では非メチル化のバンドが発現された. 
Non-inflamed; 非炎症性組織, Radicular cyst; 歯根嚢胞, Lichen planus; 
口腔扁平苔癬, SCC; 口腔扁平上皮がん.  
 
 
 
E-cadherin  β-catenin 
p16 ink4a  MGMT 
  
 
 
図 3. E-cadherin における定量的 MSP 法 
 E-cadherin における定量的 MSP 法の結果, 口腔扁平苔癬および口腔扁平上
皮がんは非炎症性組織や歯根嚢胞と比べ, 有意に高いメチル化率を示した. 
一方, 口腔扁平苔癬と口腔扁平上皮がんの間では明確な有意差は認められな
かった (＊ p<0.05, ＊ ＊ p<0.01). Non-inflamed; 非炎症性組織 , Radicular 
cyst; 歯根嚢胞, Lichen planus; 口腔扁平苔癬, SCC; 口腔扁平上皮がん.  
 
 
 
 
 
  
 
 
図 4. β-catenin における定量的 MSP 法 
 β-catenin における定量的 MSP 法の結果,口腔扁平苔癬は非炎症性組織, 
歯根嚢胞, 口腔扁平上皮がんの 3 つよりも有意に高値を示した(＊p<0.05, ＊＊
p<0.01). Non-inflamed; 非炎症性組織, Radicular cyst; 歯根嚢胞, Lichen 
planus; 口腔扁平苔癬, SCC; 口腔扁平上皮がん. 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
図 5. p16ink4a における定量的 MSP 法 
  p16ink4a における定量的 MSP 法の結果, 口腔扁平苔癬は歯根嚢胞よりも有意
に高値を示したが, 非炎症性組織とは有意差を認めなかった. また口腔扁平
上皮がんと比べると有意に低値を示した(＊＊p<0.01). Non-inflamed; 非炎症
性組織, Radicular cyst; 歯根嚢胞, Lichen planus; 口腔扁平苔癬, SCC; 
口腔扁平上皮がん. 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
図 6. MGMT における定量的 MSP 法 
  MGMT における定量的 MSP 法の結果, 口腔扁平苔癬は非炎症性組織や歯根嚢
胞と比べ, 有意に高いメチル化率を示した(＊＊p<0.01). 一方, 口腔扁平上皮
がんとは明確な有意差は認められなかった. Non-inflamed; 非炎症性組織, 
Radicular cyst; 歯根嚢胞, Lichen planus; 口腔扁平苔癬, SCC; 口腔扁平
上皮がん. 
 
 
 
 
 
  
 
  図 7. Hematoxylin-Eosin 染色(光学顕微鏡 200 倍像) 
 Hematoxylin-Eosin 染色による組織の代表例を示す. 非炎症性組織では, 
正常口腔粘膜である錯角化重層扁平上皮による被覆を認め, 上皮下結合組織
に炎症細胞の浸潤はほとんどみられなかった. 歯根嚢胞では, 非角化重層扁
平上皮による裏層を認め, 上皮下にはリンパ球・形質細胞主体の慢性炎症細
胞浸潤を認めた. 口腔扁平苔癬では, 軽度の角化亢進を伴った錯角化重層扁
平上皮の被覆を認め, 上皮下のリンパ球の帯状浸潤や上皮釘脚の鋸歯状変化
が観察された. 口腔扁平上皮がんでは, 上皮下組織への癌真珠を伴う多数の
癌胞巣浸潤を認めた. Non-inflamed; 非炎症性組織, Radicular cyst; 歯根
嚢胞, Lichen planus; 口腔扁平苔癬, SCC; 口腔扁平上皮がん. 
 
 
 
  
図 8. E-cadherin の免疫組織化学染色(光学顕微鏡 200 倍像) 
 E-cadherin の免疫組織化学染色の結果, 口腔扁平苔癬では, 棘細胞層から
基底細胞層の細胞間隙に陽性を呈し, 角化層での発現はみられなかった. 非
炎症組織および歯根嚢胞では口腔扁平苔癬よりも強く陽性を呈した. 口腔扁
平上皮がんでは, 口腔扁平苔癬とほぼ同様の強度の陽性を呈した. 陽性率は
非炎症性組織および歯根嚢胞で陽性率 50%以上の強陽性, 口腔扁平苔癬およ
び口腔扁平上皮がんでは陽性率 25～50%の陽性となった. Non-inflamed; 非
炎症性組織, Radicular cyst; 歯根嚢胞, Lichen planus; 口腔扁平苔癬, 
SCC; 口腔扁平上皮がん. 
 
 
  
図 9. β-catenin の免疫組織化学染色(光学顕微鏡 200 倍像) 
 β-catenin の免疫組織化学染色の結果, 口腔扁平苔癬では, E-cadherin と
同様に棘細胞層から基底細胞層にかけて, 細胞間隙に発現がみられた. 非炎
症性組織および歯根嚢胞では, E-cadherin と同様に口腔扁平苔癬よりも著明
な発現がみられた. 口腔扁平上皮がんでは, 口腔扁平苔癬とほぼ同様の局在
が観察された. 陽性率, は非炎症性組織および歯根嚢胞で強陽性, 口腔扁平
苔癬および口腔扁平上皮がんでは陽性となった. Non-inflamed; 非炎症性組
織, Radicular cyst; 歯根嚢胞, Lichen planus; 口腔扁平苔癬, SCC; 口腔
扁平上皮がん. 
 
 
 
  
図 10. p16ink4a の免疫組織化学染色(光学顕微鏡 200 倍像) 
 p16ink4a の免疫組織化学染色の結果, 全ての群において棘細胞層および基底
細胞層相当部の細胞核に比較的明瞭な発現がみられた. 陽性率は, 歯根嚢胞
で強陽性, 口腔扁平苔癬, 口腔扁平上皮がんおよび非炎症性組織では陽性と
なった. Non-inflamed; 非炎症性組織, Radicular cyst; 歯根嚢胞, Lichen 
planus; 口腔扁平苔癬, SCC; 口腔扁平上皮がん. 
 
 
 
 
  
図 11. MGMT の免疫組織化学染色(光学顕微鏡 200 倍像) 
 MGMT の免疫組織化学染色の結果, 口腔扁平苔癬では上皮内では MGMT の発現
がみられなかった. 一方, 非炎症性組織および歯根嚢胞では, 基底層の細胞
核を中心に発現が観察された. 口腔扁平上皮がんでは, 口腔扁平苔癬と同様
に上皮内に MGMT の発現がみられなかった. 陽性率は非炎症性組織と歯根嚢胞
で陽性, 口腔扁平苔癬および口腔扁平上皮がんでは陽性率 0～10%の陰性とな
った. Non-inflamed; 非炎症性組織, Radicular cyst; 歯根嚢胞, Lichen 
planus; 口腔扁平苔癬, SCC; 口腔扁平上皮がん. 
 
 
 
 
 
 
 表 4. 免疫染色の結果のまとめ
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
